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論文内容の要旨
オワンクラゲ由来の green fluorescent protein (GFP) は細胞を生かしたまま観察できることからレポーター遺
伝子・マーカー蛋白質として広く用いられている。また、蛍光強度や励起波長、さらに遺伝子コドンの使用頻度が晴
乳類型に改善された EGFP を利用することにより、殆ど全身の細胞が強い緑色蛍光を発する“グリーンマウス"が
得られることも知られているo 著者は EGFP 遺伝子を導入した遺伝子操作マウスを多数作製して FISH 解析を行っ
た後に凍結保存し、グリーンマウスのパンク化を図った。また EGFP の性質を利用してマウスの発生および受精機
構の解明を行った。




EGFP 遺伝子の染色体への導入部位を決定した結果、 トランスジーンが 2 箇所に導入されたり転座を伴ったりする
複雑な組み込みは16% (23ライン)に及ぶことが判明した。また培養細胞においてトランスジーンはランダムに染色
体導入されると報告されているが、 145ラインの EGFP 遺伝子の導入部位についてポアソン分布の適合性検定を行っ
たところ、トランスジェニックマウス作製時におけるトランスジーン組み込み部位は染色体全域にわたっているがそ
の分布は必ずしもランダムではないことが示された。
グリーンマウスの座では CAG プロモーターの制御下で EGFp.遺伝子が初期怪から発現するため、着床前にトラ
ンスジェニックであるかどうかを緑色蛍光を指標に簡単に判別することができる。そこで、著者の作製したグリーン
マウスのうちでX染色体に EGFP 遺伝子が導入されたマウスの雄 (GFPXY) と野生型の雌 (XX) 用いて受精卵を作














アミノ酸と EGFP の融合蛋白質を発現するトランスジェニツクマウス (acr3-EGFP) を作製したところ、精子先体
内に EGFP を局在させることに成功した。このマウスの精細胞では EGFP の局在を指標に先体が形成される様子が
観察できた。 トランスジェニックマウスの精子は EGFP が先体に存在しているにもかかわらず、野生型と変わらぬ
受精能を有していた。この精子を用いて緑色蛍光の消失を指標に個々の精子の先体反応をリアルタイムで観察したと
ころ、先体反応は EGFP の大部分が短時間( 3 秒)に放出される一段階目と、残りの EGFP が徐々に放出される二
段階目に分けられることが示された。
最後に著者は EGFP の蛍光強度が pH に依存して変化することを見出し、 acr3-EGFP マウスの精子を用いて先体
内 pH を測定する方法を開発した。この系を用いることで、回収してすぐの精子の先体内 pH は5.3であり、 2 時間
培養する聞に先体内 pH は6.2に上昇することを明らかにした。また、先体内に局在させた EGFP は 3 秒で放出され
るが、先体内抗原である MN7、 MC41は60分かけて徐々に消失していた。そこで、先体内 pH 上昇の先体内蛋白質
への影響を検討するために、精子を様々な pH の培地で先体反応させた。その結果、 pH5.3の培養液で精子は先体反
応できるが MN7と MC41は容易に遊離しないことを認めた。しかし、 PH6.2で先体反応した場合には MN7、 MC41
ともに速やかに遊離した。これらことより、精子は先体反応する前に先体内 pH を上昇させることで先体内蛋白質を
安定な形から放出されやすい形に変化させていることが示唆された。今回の結果から、精子は先体内容物の放出速度




著者は細胞を生かしたまま観察できるマーカー蛋白質 green fluorescent protein (GFP) から得られた変異体
(EGFP) を全身で発現させた遺伝子操作マウスを多数ライン作製して FISH 解析を行った後に凍結保存し、グリー
ンマウスのパンク化を図った。






ウスを用いて EGFP が pH 指示蛋白質として利用できることから精子先体内 pH の測定を行い、先体反応に先立つ
先体内 pH の上昇が先体からの物質の放出を制御していることを示唆した。
以上の成果は、 EGFP の新しい可能性を提示しただけでなく、受精に先立つ精子の先体反応の機構の一部を明ら
かにしたものであり、博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいものと考える。
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